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Catalyse biotique et abiotique de la re´duction des nitrates
en milieu alcalin dans le contexte du stockage profond
des de´chets radioactifs⋆
A. Bertron1, B. Erable2, M. Alquier2, N. Jacquemet1, C. Kassim2, C. Sablayrolles3,4,
C. Albasi2, R. Basseguy2, P. Strehaiano2, M. Vignoles3,4, A. Albrecht5 et G. Escadeillas1
Re´sume´ – Cette e´tude explore la re´activite´ des nitrates a` l’interface bitume-be´ton dans une alve´ole de
stockage de de´chets radioactifs de moyenne activite´ et a` vie longue dans la perspective de de´terminer les
conditions redox qui s’y de´velopperont. La premie`re partie du travail visait a` identifier, en conditions abio-
tiques (sans bacte´ries), les interactions entre deux composants du syste`me : le be´ton (introduit sous forme
de paˆtes de ciment) et le bitume (simule´ par des lixiviats mode`les constitue´s de solutions d’acides orga-
niques et de nitrates). La seconde partie de l’e´tude a e´te´ conduite en conditions biotiques avec deux espe`ces
de bacte´ries he´te´rotrophes de´nitrifiantes (Pseudomonas stutzeri – Ps et Halomonas desiderata – Hd) et
avait pour but d’analyser la re´action de re´duction des nitrates (cine´tiques, sous-produits, roˆle de la matie`re
organique) en conditions de pH neutre a` alcalin (caracte´ristiques de l’environnement chimique impose´ par
le be´ton). Les re´sultats ont montre´ que des interactions fortes se produisaient entre la matrice cimentaire
et les acides organiques, ace´tique et oxalique, interactions susceptibles de re´duire la biodisponibilite´ de
cette matie`re organique (pour l’oxalate en particulier), et ont confirme´ la stabilite´ des nitrates dans ces
conditions. En conditions biotiques, les nitrates ont e´te´ re´duits par Ps et Hd selon la voie me´tabolique de
de´nitrification anae´robie. Les cine´tiques de re´duction e´taient plus e´leve´es avec Ps mais les re´actions e´taient
inhibe´es pour pH > 9. Hd e´tait en revanche capable de re´aliser la de´nitrification jusqu’a` pH 11 au moins.
Mots cle´s : Be´ton / nitrate / bitume / bacte´ries de´nitrifiantes he´te´rotrophes / acides organiques
Abstract – Biotic and abiotic catalysis of nitrate reduction in alkaline environment of repos-
itory storage cell for long-lived intermediate-level radioactive wastes. This study investigates
the reactivity of nitrates at the bitumen-concrete interface with the aim of determining redox conditions
inside a repository storage cell for long-lived intermediate-level radioactive wastes. The first part of the
work aimed to identify, under abiotic conditions, the interactions between two components of the system:
concrete (introduced as cement pastes in the system) and bitumen (represented by leachates composed
of organic acids and nitrates). The second part of the study was conducted under biotic conditions with
selected denitrifying heterotrophic bacteria (Pseudomonas stutzeri – Ps and Halomonas desiderata – Hd)
and aimed to analyse the microbial reaction of nitrate reduction (kinetics, by-products, role of the organic
matter) under neutral to alkaline pH conditions (i.e. imposed by a concrete environment). Results showed
that strong interactions occurred between cementitious matrices and acetic and oxalic organic acids, likely
reducing the bioavalability of this organic matter (oxalate in particular). Results also confirmed the stability
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of nitrates under these conditions. Under biotic conditions, nitrates were reduced by both Ps and Hd
following an anaerobic denitrification metabolic pathway. Reduction kinetics was higher with Ps but the
reaction was inhibited for pH > 9. Hd was capable of denitrification at least up to pH 11.
Key words: Concrete / nitrate / bitumen / denitrifying heterotrophic bacteria / organic acids
1 Introduction
Cette e´tude s’inscrit dans le contexte du stockage des
de´chets radioactifs de moyenne activite´ et a` vie longue
(de´chets B). Dans la perspective de leur stockage, les
de´chets radioactifs sont d’abord stabilise´s dans une ma-
trice de bitume puis coule´s dans des fuˆts me´talliques
(colis primaire). Ces fuˆts sont agence´s dans des colis en
be´ton arme´ (colis secondaire), qui seront stocke´s dans des
alve´oles en be´ton (barrie`re ouvrage´e) positionne´es au sein
d’une roche hoˆte (argilite du Callovo-Oxfordien, ou COx,
constituant la barrie`re ge´ologique) [1,2]. Apre`s fermeture
du stockage, la resaturation en eau des alve´oles (attei-
gnant environ 97 % en quelques milliers d’anne´es) de-
vrait entrainer le relargage d’espe`ces chimiques parmi les-
quelles, des sels solubles, dont des nitrates, et des matie`res
organiques contenues dans les matrices bitumineuses [3],
ou encore des gaz (H2) issus de la radiolyse et/ou de la
corrosion anae´robique des aciers noirs et inox (fuˆts et
armatures de be´ton arme´). Or, la pre´sence des nitrates
dans l’environnement des colis de de´chets peut e´tablir des
conditions oxydantes propices a` la mobilite´ de certains ra-
dionucle´ides [4]. En conditions biotiques (i.e. en pre´sence
de micro-organismes) et en pre´sence de matie`re organique
et/ou de H2 comme donneurs d’e´lectrons, les nitrates sont
susceptibles d’eˆtre re´duits [5], ce qui assurerait un retour
a` des conditions re´ductrices plus favorables a` la surete´ du
stockage.
Le travail pre´sente´ ici vise a` valider ce sce´nario en ana-
lysant la re´activite´ des nitrates a` l’interface bitume – ma-
trice cimentaire en conditions biotiques dans diffe´rentes
configurations expe´rimentales simplifie´es, afin
(i) de de´terminer les interactions entre les diffe´rents
composants du syste`me (be´ton-bitume-bacte´ries),
(ii) d’identifier les sous-produits issus de la re´activite´ des
nitrates (NO−2 , NH
+
4 , N2. . . ),
(iii) d’e´valuer les cine´tiques de re´actions et,
(iv) de de´terminer le roˆle des microorganismes et de la
matie`re organique dans ces re´actions.
Dans un premier temps, les interactions matie`re
organique-matrice cimentaire-nitrates ont e´te´ analyse´es
en conditions abiotiques (sans micro-organismes). Des
paˆtes de ciment CEM V ont e´te´ immerge´es dans des solu-
tions simulant des lixiviats mode`les de bitumes et conte-
nant des acides organiques et des nitrates. Les e´volutions
des concentrations des ions d’inte´reˆt du syste`me en solu-
tion et les modifications mine´ralogiques de la matrice ci-
mentaire ont e´te´ de´termine´es. Dans un deuxie`me temps,
le roˆle de l’activite´ microbienne sur le devenir des nitrates
a e´te´ explore´. Deux espe`ces de bacte´ries de´nitrifiantes
(capables de catalyser la re´duction des nitrates) ont
e´te´ conside´re´es : Pseudomonas stutzeri (Ps), souche
bacte´rienne neutrophile, et Halomonas desiderata (Hd),
souche bacte´rienne alcalophile. La re´action microbienne
a e´te´ e´tudie´e en conditions simplifie´es (syste`mes ferme´s),
c’est-a`-dire dans des milieux synthe´tiques mode`les simu-
lant le relargage des mate´riaux d’inte´reˆt du syste`me.
2 Mate´riaux, mate´riels et me´thodes
2.1 Souches bacte´riennes et conditions de culture
Les souches bacte´riennes utilise´es pendant l’e´tude de-
vaient re´pondre au cahier des charges suivant :
– Bacte´ries de´nitrifiantes : pour favoriser la se´curite´ du
stockage, les nitrates relaˆche´s par les bitumes devaient
eˆtre re´duits en azote gazeux (N2) pour maintenir des
conditions re´ductrices strictes. La de´nitrification mi-
crobienne, transforme les nitrates en azote gazeux et
comporte plusieurs interme´diaires dont les ions ni-
trites et l’oxyde nitreux : NO−3(aq) → NO
−
2(aq) →
NO(complexe enzymatique) → N2O(gaz) → N2(gaz) [6].
Seules des souches pures de´nitrifiantes capables de
synthe´tiser la chaˆıne enzymatique comple`te menant
jusqu’au stade N2 ont e´te´ retenues.
– He´te´rotrophes (utilisant le carbone organique comme
substrat et source d’e´nergie) : l’e´tude porte sur la
re´duction des nitrates en pre´sence de matie`re orga-
nique (donneur d’e´lectrons) relaˆche´e par les bitumes
(acides carboxyliques en particulier).
– Anae´robies strictes ou ae´ro-anae´robies facultatives :
a` long terme, des conditions anae´robies pre´vaudront
dans le stockage.
– Neutrophiles ou alcalophiles (7 < pH < 11,5) : un en-
vironnement alcalin sera impose´ par le relargage du
be´ton des alve´oles et des colis secondaires. Des zones
avec des pH locaux plus acides (interface bitume) ne
sont cependant pas a` exclure.
– Me´sophiles (<30 ◦C) : L’alve´ole destine´e au stockage
des de´chets bitumine´s (type B) est dimensionne´e pour
limiter la tempe´rature a` 30 ◦C.
Parmi les bacte´ries e´ligibles recense´es dans la
litte´rature [7], notre choix s’est porte´ sur deux souches
non pathoge`nes, Pseudomonas stutzeri (Ps), neutro-
phile [8] et Halomonas desiderata (Hd), alcalophile [9].
Ces souches sont fournies par DSMZ (Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Allemagne)
sous forme de´shydrate´e, puis re´hydrate´es en labora-
toire et maintenues sous forme de cultures actives sur
des ge´loses nutritives selon les recommandations du
fournisseur.
La souche Ps est ae´ro-anae´robie facultative, son pH
optimal et sa tempe´rature optimale de croissance sont res-
pectivement de 7,0 et 37 ◦C. Le maintien de sa croissance
a e´te´ re´alise´ en conditions ae´robies dans un milieu riche
(peptone 5 g/l, extrait de viande 3 g/l, eau distille´e qsp
1 L). En conditions anae´robies, la bacte´rie est capable de
se de´velopper en pre´sence de nitrate mais dans un milieu
minimum (ace´tate 300 mg/l, KNO3 1 g/l, K2HPO4 1 g/l,
(NH4)2SO4 1 g/l, Na2SO4 0,054 g/l, MgCl2 0,025 g/l,
Ele´ments traces 1 ml, Eau distille´e qsp 1 l).
Pour Hd, le maintien de la culture active est e´galement
pre´fe´rentiellement re´alise´ en ae´robiose mais a` 30 ◦C et
a` un pH optimal de 9,5–10 dans un milieu compose´ de
glucose 5 g/l, MgCl2 0,2 g/l, KH2PO4 1 g/l, Na2CO3
5,4 g/l, NaHCO3 4,2 g/l, eau distille´e qsp 1 l. Cepen-
dant, la souche ne peut pas se de´velopper en conditions
anae´robies dans ce type de milieu sans une source azote´e.
Le milieu mine´ral utilise´ en conditions anae´robie e´tait si-
milaire a` celui de´crit par [10] : il contenait notamment une
source de carbone (Na-ace´tate dans cette e´tude, 0,3 g/l)
et des nitrates (KNO3, 1 g/l).
2.2 Mate´riaux
2.2.1 Matrices cimentaires
Des paˆtes de ciment a` base de ciment CEM V/A
42,5 (S-V) 42,5 N CE PM-ES-CP1 (ciment au laitier
et aux cendres) de l’usine Calcia d’Airvault, ont e´te´ fa-
brique´es. Le rapport eau/ciment a e´te´ pris e´gal a` 0,4.
Les e´prouvettes ont e´te´ coule´es dans des moules cylin-
driques en plastique (Ø = 2,7 cm et h = 5,0 cm, volume
= 28,6 cm3 et aire de surface = 53,9 cm2) non enduits
d’huile de de´coffrage et passe´es a` la table vibrante pour
favoriser l’e´vacuation des bulles d’air. Les e´prouvettes ont
e´te´ de´moule´es 24 h apre`s le coulage puis conserve´es dans
l’eau a` tempe´rature ambiante pendant 27 jours (pe´riode
de cure).
2.2.2 Solutions mode`les de lixiviats de bitume
Des incertitudes persistent sur le relaˆchement de
matie`re organique et inorganique lors de la lixivia-
tion et de la radiolyse des colis bitume´s. Des e´tudes
expe´rimentales ont montre´ que la de´gradation des bi-
tumes entraˆınait la libe´ration de matie`res organiques et
de sels [11–14]. Sur la base de ces donne´es bibliogra-
phiques, le vieillissement (ou relargage en solution) du
bitume a e´te´ simule´ par des solutions de nitrates et
d’acides organiques. La de´termination des concentrations
en nitrates de ces solutions s’est appuye´e sur les tra-
vaux de mode´lisation couplant phe´nome`nes chimiques et
transferts de matie`re au sein du stockage de´veloppe´s par
l’Andra pour l’e´tude du transfert des nitrates dans l’envi-
ronnement des de´chets [15, 16]. Le choix des acides et de
leurs concentrations s’est base´ e´galement sur les travaux
expe´rimentaux de [3, 11, 14, 17, 18].
Les concentrations en nitrates (NO−3 ) des solutions
mode`les e´taient de 32,3 mM (2 g/l) pour les expe´riences












Fig. 1. Sche´ma du re´acteur pour les expe´riences en conditions
abiotiques.
Fig. 1. Experimental device for abiotic experiments.
en conditions biotiques. Les nitrates ont e´te´ introduits
sous forme de sels de NaNO3.
Deux types de solutions acide ont e´te´ conside´re´s dans
les expe´riences re´alise´es en conditions abiotiques. Le pre-
mier type e´tait constitue´ d’acide ace´tique seul a` 0,5 mM
(30 mg/l) a` pH 4,0. Le second type de solution correspon-
dait a` un me´lange d’acides organiques a` meˆme concentra-
tion totale en acides (0,5 mM) compose´ de 2/3 d’acide
ace´tique (0,33 mM) et 1/3 d’acide oxalique (0,17 mM),
l’oxalate e´tant re´pute´ tre`s complexant pour la matrice ci-
mentaire [19,20]. Le pH de cette solution e´tait de 3,7. Ces
deux solutions, additionne´es de nitrates (32,3 mM), ont
e´te´ note´es N+AO1 et N+AO2, respectivement.
Pour les expe´riences re´alise´es en pre´sence de bacte´ries,
seul l’acide ace´tique (5 mM ou 300 mg/l) a e´te´ conside´re´
car une e´tude pre´alable a montre´ qu’il s’agissait du
compose´ le plus facilement assimilable par les bacte´ries
se´lectionne´es lors de la re´action de de´nitrification dans
le temps des expe´riences. En comparaison, les acides for-
mique et oxalique n’e´taient pas utilisables par les souches
se´lectionne´es, dans le temps des expe´riences.
2.3 Protocoles expe´rimentaux
2.3.1 Expe´riences en syste`me ferme´ abiotique
Le dispositif expe´rimental mis en œuvre pour les
expe´riences en conditions abiotiques est sche´matise´ sur
la figure 1.
Le re´acteur, rempli avec 1 l de solution N+AO1 ou
N+AO2, comprenait notamment un robinet de soutirage
pour le pre´le`vement de fluide pendant l’expe´rience, une
entre´e de gaz avec clapet anti-retour (permettant d’effec-
tuer un bullage avec du N2 pour imposer des conditions
anae´robies dans le re´acteur), un piquage herme´tique pour
une sonde pH et un couvercle muni d’un e´vent pour le gaz.
Le couvercle du re´acteur e´tait ferme´ herme´tiquement.
La sonde de pH e´tait relie´e a` un syste`me d’acquisi-
tion de donne´es (Consort, D230 Data Acquisition System,
v1.1.13). La solution du re´acteur e´tait agite´e en continu
par un barreau magne´tique. La matrice cimentaire (cy-
lindre Ø = 2,7 cm et h = 5,0 cm) e´tait suspendue dans
la solution par un fil en Te´flon. Le rapport volumique so-
lide/liquide e´tait de 3 %. Le dispositif expe´rimental e´tait
place´ dans une pie`ce climatise´e a` 25 ◦C pendant toute la
dure´e des expe´riences.
Les solutions N+AO1 (acide ace´tique 0,5 mM ; NO−3
32,23 mM) et N+AO2 (acides ace´tique 0,33 mM et oxa-
lique 0,17 mM ; NO−3 32,23 mM) ont e´te´ renouvele´es quo-
tidiennement pendant 5 jours. Au cours du premier jour
d’exposition, 4 pre´le`vements de solution ont e´te´ re´alise´s
dans le re´acteur. Les jours suivants, un e´chantillon de so-
lution a e´te´ pre´leve´ sur le volume renouvele´. Sur chacun
des pre´le`vements, les concentrations en Ca, K, ace´tate,
nitrate, nitrite ont e´te´ mesure´es.
2.3.2 Expe´riences en syste`me ferme´ biotique
Les expe´riences ont e´te´ re´alise´es en batch (ou culture
discontinue), c’est-a`-dire dans un syste`me clos sans
ajout ni e´limination de milieu re´actionnel au cours
de l’expe´rience. Les biore´acteurs e´taient des flacons
herme´tiques, en verre sertis a` l’aide de bouchons en caou-
tchouc et de capsules me´talliques assurant une e´tanche´ite´
parfaite, contenant 50 ml de milieu re´actionnel liquide.
L’ensemencement (ou inoculation) des biore´acteurs a e´te´
re´alise´ avec 1 ml de pre´-culture bacte´rienne (Ps ou Hd).
Apre`s l’ensemencement, des conditions anae´robies ont
e´te´ impose´es dans le biore´acteur en de´gazant le mi-
lieu re´actionnel avec un bullage continu de N2 pen-
dant 10 min. Les re´acteurs e´taient ensuite incube´s a` la
tempe´rature optimale de croissance de la bacte´rie sous
agitation (150 tours par minute) pendant plusieurs jours.
Des pre´le`vements re´guliers (intervalles de temps : 5 a`
10 h) ont e´te´ effectue´s au moyen de seringues et d’aiguilles
ste´riles pour le suivi analytique : 1 ml e´tait pre´leve´ pour
une mesure imme´diate de densite´ optique et 2 ml e´taient
pre´leve´s, filtre´s sur 0,2 µm puis stocke´s en Eppendorfs au
conge´lateur a` –18 ◦C pour les analyses anioniques.
2.4 Me´thodes analytiques
2.4.1 Me´thodes microbiologiques
La concentration cellulaire bacte´rienne a e´te´ suivie
par mesure de la densite´ optique (DO) par spectropho-
tome´trie (Spectrophotome`tre Jenway 7305. UV – Visible)
a` 550 nm pour Pseudomonas stutzeri et 600 nm pour Ha-
lomonas desiderata. La nume´ration totale des bacte´ries a
e´te´ re´alise´e a` l’aide d’un examen microscopique sur une
cellule de Malassez et a permis de corre´ler la densite´ cel-
lulaire (exprime´e en nombre de bacte´ries par ml) a` la
densite´ optique.
2.4.2 Me´thodes de dosage chimique des solutions aqueuses
Les concentrations en anions (ace´tate, oxalate, nitrate,
nitrite) et en cations (calcium, potassium) ont e´te´ me-
sure´es par chromatographie ionique haute performance
couple´e a` un de´tecteur conductime´trique avec suppresseur
chimique (Dionex ICS-2000 et ICS-3000). Les conditions
analytiques ont e´te´ rassemble´es dans le tableau 1.
La quantification a e´te´ re´alise´e par e´talonnage externe
avec une gamme allant de 1 a` 40 mg/l avec un coefficient
de re´gression e´gal a` 0,999 obtenu a` partir de l’aire des pics.
La re´pe´tabilite´ des mesures a e´te´ e´value´e sur 5 injections
et est infe´rieure a` 2 %. L’erreur de justesse e´tait comprise
entre 5 et 10 %. Les limites de de´tection, de´finies, pour
chaque compose´, comme les quantite´s injecte´es donnant
un rapport signal sur bruit e´gal a` 3, et les limites de quan-
tification, de´finies comme les quantite´s injecte´es donnant
un rapport signal sur bruit e´gal a` 10, ont e´te´ calcule´es.
Les e´chantillons a` analyser ont e´te´ filtre´s sur 0,2 µm
(Minisart PES, Fisher Scientific) pour e´liminer les micro-
organismes et matie`res en suspension [21–23].
2.4.3 Me´thode de caracte´risation mine´ralogiques
des mate´riaux cimentaires
A` la fin des expe´riences en conditions abiotiques, les
paˆtes de ciment ont e´te´ soumises a` des analyses par Dif-
fraction des Rayons X (SIEMENS D5000, anticathode :
Co, tension : 40 kV, courant : 30 mA). Les analyses ont
e´te´ re´alise´es en fonction de la distance par rapport a` la
surface en contact avec la solution agressive. Les premiers
diffractogrammes ont e´te´ acquis, pour chaque e´chantillon,
sur la surface plane des cylindres de paˆte de ciment. Les
diffractogrammes ✭✭ te´moin ✮✮ ont e´te´ acquis sur une section
droite de cylindre situe´e a` 10 mm environ de la surface
(apre`s sciage de l’e´chantillon perpendiculairement a` son
axe). Les analyses interme´diaires ont e´te´ re´alise´es apre`s
abrasion successive de la surface en utilisant un disque de
polissage. La profondeur d’analyse a e´te´ mesure´e au pied
a` coulisse.
3 Re´sultats et discussion
3.1 Interactions matrice cimentaire-bitumes-nitrates
en conditions abiotiques
3.1.1 Caracte´risation chimique des solutions agressives
Les concentrations en K+ et Ca2+ dans les
pre´le`vements effectue´s a` diffe´rentes e´che´ances lors des lixi-
viations de la matrice cimentaire par la solution N+AO2
sont pre´sente´es dans la figure 2. La concentration en ions
hydroxyde, de´duite de la mesure du pH en continu, est
e´galement repre´sente´e. Les re´sultats obtenus pour la so-
lution N+AO1 e´tant similaires, ils ne sont pas pre´sente´s.
Le pH e´volue de fac¸on similaire lors des 5 se´quences de
24 h : de sa valeur initiale (4,0 pour la solution N+AO1 et
3,6 pour la solution N+AO2), il augmente rapidement et
Tableau 1. Conditions ope´ratoires de la chromatographie ionique haute performance.






Anions KOH (1× 10−3 mol/l)
Gradient d’e´lution : 10 %
phase mobile a` 60 % phase
mobile en 25 min
NG1 (4×50 mm, Dionex) +
IonPac AG11-HC
(4× 50 mm, Dionex)
IonPac AS11-HC
(4× 250 mm, Dionex)
ASRS 300
(4 mm, Dionex) + CRD




NG1, (4 × 50 mm, Dionex)
+ IonPac CG16 (4×50 mm,
Dionex)
IonPac CS16
(4× 250 mm, Dionex)
Suppresseur CSRS 300
(4 mm, Dionex)
Tableau 2. Limites de de´tection (LD) et de quantification (LQ) des cations et anions en µmol/l (S/B = Signal/Bruit).
Table 2. Detection and quantification limits (LD and LQ) of ions (µmol/l) (S/B = Signal/Noise).
Ace´tate Oxalate Nitrite Nitrate Potassium Calcium
LD (3 < S/B) 0,68 0,79 1,74 2,42 0,402 0,764



















































Fig. 2. Concentrations en K+, Ca2+ et OH− dans la solution de lixiviation N+AO2 (nitrates et acides ace´tique/oxalique).
Solution renouvele´e tous les jours. Concentration en OH− de´duite de la mesure continue de pH. Pour les jours 2, 3, 4 et 5, les
e´volutions des concentrations en K et Ca ont e´te´ repre´sente´es a` partir des e´volutions mode´lise´es sur le jour 1.
Fig. 2. Concentrations of K+, Ca2+ et OH− in N+AO2 solution (nitrates and acetic/oxalic acids). Solution renewed daily.
Concentration of OH− calculated from pH. On days 2, 3, 4 et 5, evolutions of K and Ca concentrations were drawn from
evolution modeled on day 1.
atteint 10,5 environ au bout de 24 h pour les deux types
de solution.
Les concentrations en K+ et Ca2+ e´voluent de manie`re
similaire. Au cours de la 1e lixiviation, les variations
suivent celles du pH et les concentrations atteignent
[Ca2+] ≈ 0,35 mmol/l et [K+] ≈ 0,20 mmol/l.
Sur les lixiviations 2 a` 5, les concentrations en fin de
cycle diminuent progressivement pour atteindre [Ca2+] ≈
0,25 mmol/l et [K+] ≈ 0,10 mmol/l en fin de 5e lixivia-
tion. Ces e´volutions sont typiques d’une matrice cimen-
taire lixivie´e.
Ces cine´tiques d’e´volution du pH et de lixiviation
des e´le´ments cimentaires en solution sont tre`s rapides et
orientent le choix des espe`ces bacte´riennes a` utiliser pour
l’e´tude vers des espe`ces alcalophiles.
Les concentrations en nitrates des solutions N+AO1
et N+AO2 (Tab. 3) restent stables au cours du temps
et elles sont e´quivalentes a` la quantite´ initialement intro-
duite (32,3 mM). Les nitrites n’ont pas e´te´ de´tecte´s dans
la solution N+AO1. Pour N+AO2, un pic e´ventuellement
attribuable aux nitrites est pre´sent sur les chromato-
grammes dans les solutions finales des lixiviations 3, 4
Tableau 3. Concentrations (mM) des anions dans les solutions N+AO1 et N+AO2 lors de la lixiviation de la matrice cimentaire.
Solution renouvele´e tous les jours. <LD : infe´rieur a` la limite de de´tection <LQ : infe´rieur a` la limite de quantification.
Table 3. Concentrations (mM) of anions in N+AO1 and N+AO2 solutions. Solution renewed daily. <LD: lower than detection
limit <LQ: lower than quantification limit.
Temps (j)
Solution AO1 Solution AO2
[Ac] [NO3] [NO2] [Ac] [Ox] [NO3] [NO2]
0,00 0,57 31,64 <LD 0,37 0,17 31,83 < LD
0,08 0,53 31,87 <LD 0,30 0,05 32,05 <LD
0,67 0,62 31,39 <LD 0,26 0,07 31,73 <LD
0,79 0,60 31,66 <LD 0,34 0,07 31,73 <LD
1,00 0,61 31,62 <LD 0,34 0,06 31,79 <LD
2,04 0,55 31,81 <LD 0,32 0,05 31,68 <LQ
3,04 0,52 31,71 <LD 0,28 0,06 31,90 <LQ
3,99 0,47 31,71 <LD 0,31 0,05 31,68 <LQ
4,97 0,56 31,64 <LD 0,30 0,05 31,79 <LQ
et 5, mais la concentration associe´e est infe´rieure a` la
limite de quantification et est donc ne´gligeable par rap-
port a` la quantite´ de nitrates. Par ailleurs, les chroma-
togrammes des cations n’ont pas fait apparaitre de pic
attribuable a` l’ammonium, produit de la re´duction abio-
tique des nitrates en condition anoxiques, observe´ notam-
ment par Truche et al. [24] et Alquier et al. [7] en pre´sence
de diffe´rents types d’acier agissant comme catalyseur de
re´action et/ou donneur d’e´lectrons. Les re´sultats obtenus
dans cette e´tude indiquent qu’aucune re´duction abiotique
des nitrates n’a eu lieu dans les conditions de l’expe´rience.
Les concentrations en ace´tate des solutions N+AO1
et N+AO2 sont quasiment constantes durant l’expe´rience
et similaires aux concentrations initiales (Tab. 3). En
revanche, la concentration en oxalate, initialement de
0,17 mmol/l, diminue de`s la premie`re e´che´ance de
pre´le`vement (0,08 j ∼ 2 h) et reste relativement stable
et e´gale a` 0,06 ± 0,01 mmol/l dans les diffe´rents
pre´le`vements.
3.1.2 Caracte´risation mine´ralogique des paˆtes de ciment
La figure 3 pre´sente les caracte´risations
mine´ralogiques par DRX des e´chantillons de paˆte
de ciment a` la fin des expe´riences de lixiviation dans la
solution AO2 (acide ace´tique 2/3 + oxalique 1/3).
Les spectres des zones te´moins (cœur ou zone 1,
analyse a` 10 mm de profondeur) des paˆtes de CEM V
pre´sentaient les pics caracte´ristiques des phases ci-
mentaires cristallise´es anhydres (C3S
6 ou 3CaO.SiO2,
C2S ou 2CaO.SiO2, mullite Al4,56Si1,44O9,72) et hy-
drate´es (ettringite (C3A.3CS.H32 ou` S = SO3) ou
3CaO.Al2O3.3CaSO4.32H2O, portlandite CH ou
Ca(OH)2, aluminates de calcium hydrate´s C4AHx
ou 4CaO.Al2O3.xH2O) et du quartz. La zone
pe´riphe´rique, zone ou` l’e´chantillon a subi des modi-
fications mine´ralogiques, avait une e´paisseur d’environ
1,3 mm pour les e´chantillons immerge´s dans AO2
6 En notation cimentaire : C = CaO, S = SiO2, A = Al2O3,
H = H2O, S = SO3.
(acide ace´tique + oxalique). Elle comportait 3 zones de
caracte´ristiques mine´ralogiques distinctes (zones 2 a` 4).
La portlandite a disparu de la zone 2 (400 a` 1300 µm
de profondeur) ou` un compose´ de type hydrotalcite
(Mg4Al2(OH)14.3H2O) a pre´cipite´ ainsi que de la calcite.
La pre´cipitation d’hydrotalcite a e´galement e´te´ observe´e
par Faucon et al. [25] dans la zone de´grade´e de paˆtes
de ciments lixivie´es a` pH7. La zone 3 (300 a` 400 µm de
profondeur) e´tait le sie`ge de la disparition de l’ettringite
et de la pre´cipitation de calcite et de whewellite ou
oxalate de calcium mono-hydrate´ (C2CaO4.H2O). La
zone 4 (de la surface a` 300 µm de profondeur) pre´sentait
les pics caracte´ristiques de la calcite, de la whewellite et
de l’oxalate de calcium tri-hydrate´ (C2CaO4.3H2O). La
pre´cipitation de whewellite lors de l’exposition de paˆtes
de ciment a` de l’acide oxalique a e´galement e´te´ observe´e
par Larreur-Cayol et al. [20]. L’oxalate de calcium tri-
hydrate´ [26] est une forme a priori peu stable d’oxalate
de calcium ; ne´anmoins sa pre´cipitation, conjointe a` celle
du mono-hydrate, a de´ja` e´te´ observe´e a` de nombreuses
reprises [27, 28]. Aucun pic caracte´ristique d’un sel
d’ace´tate ou d’oxalate de sodium n’a, par ailleurs, e´te´
de´tecte´.
La zone pe´riphe´rique des e´chantillons immerge´s dans
AO1 (acide ace´tique, re´sultats non pre´sente´s), d’e´paisseur
d’environ 1 mm, comptait 2 zones de mine´ralogies
diffe´rentes (zones 2 et 3). La zone 2 avait les meˆmes ca-
racte´ristiques que la zone homologue de l’e´chantillon im-
merge´ dans AO2. La zone 3, d’e´paisseur 150 µm environ,
e´tait carbonate´e, toutes les autres phases cristallise´es de
la matrice cimentaire ayant disparu. Cette fine couche
carbonate´e e´tait e´galement observe´e sur les e´chantillons
de paˆte de CEM V te´moins conserve´s en eau (carbonata-
tion de la peau des e´chantillons du fait du contact avec le
CO2 ambiant et dissous dans l’eau de conservation). Au-
cun pic caracte´ristique d’un sel d’ace´tate n’a e´te´ de´tecte´
dans l’e´chantillon.
Ces re´sultats d’analyses mine´ralogiques des matrices
cimentaires couple´s a` ceux des analyses chimiques des so-
lutions montrent que l’exposition de la paˆte de CEM V
a` la solution d’acide ace´tique seul s’apparentait a` une
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Fig. 3. Analyses mine´ralogiques par DRX de la paˆte de CEM V apre`s lixiviation par la solution AO2 (acides ace´tique et
oxalique –nitrate) en fonction de la distance par rapport a` la surface en contact avec la solution.
Fig. 3. Mineralogical analyses by XRD of CEM V pastes after leaching by AO2 solution (acetic/oxalic acids – nitrate) as a
function of the distance to the surface of the specimen.
lixiviation de matrice cimentaire classique, l’ion ace´tate
ne se recombinant pas avec les cations libe´re´s par la
matrice. Ces re´sultats sont similaires a` ceux obtenus
par ailleurs [29, 30]. En outre, les re´sultats de l’e´tude
nume´rique de Larreur-Cayol et al. [31] sugge`re que, dans
les conditions des expe´riences, aucun complexe aqueux
calcium-ace´tate n’est en mesure de se former en solu-
tion. En revanche, l’immersion de la matrice cimentaire
dans la solution d’acides ace´tique et oxalique conduit a` la
pre´cipitation d’oxalates de calcium diminuant, de fait, la
concentration en anions oxalate en solution et donc leur
biodisponibilite´ en solution.
3.2 Re´duction biotique des nitrates
3.2.1 Croissance bacte´rienne et influence du pH
L’influence du pH sur les cine´tiques de croissance des
souches bacte´riennes de´nitrifiantes Ps et Hd a e´te´ e´value´e
en milieu mode`le contenant des concentrations en acide
ace´tique de 300 mg/l (5 mM) et en nitrate de 600 mg/l
(9,7 mM). La gamme de pH initial teste´e s’e´tendait de 7
a` 11. Les courbes de croissance bacte´rienne, obtenues par
le suivi de la DO (550 nm pour Ps, 600 nm pour Hd) sont
reporte´es sur la figure 4.
Pour Pseudomonas stutzeri, la croissance a e´te´ e´tudie´e
dans trois conditions de pH initiaux : pH 7, pH 9 et pH 10
(Fig. 4a). La croissance de´marrait quasi-instantane´ment
a` pH 7,0, alors qu’elle ne de´butait qu’apre`s 10 h d’in-
cubation a` pH 9,0. A` ce pH, la cine´tique de croissance
bacte´rienne e´tait nettement ralentie : la phase exponen-
tielle durait quasiment 3 fois plus longtemps qu’a` pH 7,0
(32 h et 10 h respectivement). L’e´valuation des vitesses
de croissance atteintes pendant cette phase a re´ve´le´ des
valeurs de 1,6×107 bacte´ries/ml/h a` pH 7,0 contre seule-
ment 0,3 × 107 bacte´ries/ml/h a` pH 9,0. A` pH 10, la
croissance de Ps e´tait totalement inhibe´e.
La souche Halomonas desiderata est connue pour son
caracte`re alcalophile, son pH optimal de croissance se
situant aux alentours de pH 9,5. La croissance de la
souche Hd a donc e´te´ e´tudie´e dans une gamme de pH
plus alcalins : pH 9, pH 10 et pH 11 (Fig. 4b). Quel que
soit le pH initial du milieu re´actionnel, la croissance de
Hd ne de´marrait qu’apre`s une phase de latence dont la
dure´e de´pendait du pH : plus le pH e´tait e´leve´, plus la
phase de latence e´tait longue (de 24 h a` pH 9 a` 72 h
a` pH 11). De la meˆme fac¸on, la cine´tique de croissance
e´tait fortement influence´e par le pH. Plus le pH e´tait ba-
sique, plus la cine´tique de croissance d’Halomonas desi-
derata e´tait lente. La souche n’e´tait cependant pas tota-
lement inhibe´e dans un environnement tre`s alcalin, i.e.
proche de 11, et la croissance restait possible dans ces
conditions. Aussi, une faible consommation des substrats,
e´value´e respectivement a` 0,25 mg/l/h et 0,36 mg/l/h
pour l’ace´tate et les nitrates (soit 4,1 × 10−3 mM/l/h et
5,8 × 10−3 mM/l/h), a pu e´galement eˆtre constate´e. La
pre´sence, voire le de´veloppement, de Hd localement dans
des zones ou` le pH est encore plus alcalin (>pH 10.6), i.e.
au voisinage tre`s proche de la matrice cimentaire voire
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Fig. 4. Suivi de la croissance de (a) Pseudomonas stutzeri et (b) Halomonas desiderata a` diffe´rents pH en pre´sence de 300 mg/l
d’acide ace´tique (5 mM) et d’un exce`s de nitrates (600 mg/l–8,07 mM pour Ps et 800 mg/l pour Hd).
Fig. 4. Bacterial growth monitoring of (a) Pseudomonas stutzeri and (b) Halomonas desiderata at different pH with acetic acid
300 mg/l (5 mM) and excess nitrate (600 mg/l–8,07 mM for Ps and 800 mg/l for Hd).
a` envisager mais sur des campagnes d’e´tude longues (plu-
sieurs semaines a` plusieurs mois).
En conclusion, bien que la cine´tique de croissance
bacte´rienne soit impacte´e par l’augmentation de pH, cette
expe´rience montre que Halomonas desiderata est bien ca-
pable de croˆıtre dans des milieux a` pH alcalins (9 < pH <
11) contrairement a` la souche Pseudomonas stutzeri.
3.2.2 Re´action bacte´rienne
La figure 5 pre´sente l’e´volution des concentrations en
compose´s d’inte´reˆt (ace´tate, nitrate, nitrite) dans le mi-
lieu re´actionnel au cours de tests de croissance bacte´rienne
re´alise´s en syste`mes ferme´s avec Pseudomonas stutzeri, au
pH initial de 7, d’une part, et Halomonas desiderata au
pH initial de 9,7, d’autre part. Au de´marrage des tests de
croissance, les milieux re´actionnels contenaient 300 mg/l
(5,0 mM) d’ace´tate et 600 mg/l (9,7 mM) de nitrate.
Pour Ps, l’ace´tate a e´te´ consomme´ dans son inte´gralite´
durant les 10 premie`res heures. Simultane´ment, les ni-
trates ont e´te´ consomme´s (335 mg/l) et seule une faible
proportion de nitrates a e´te´ convertie au stade des nitrites
(32,8 mg/l). Au-dela` de 10 h, la re´action de de´nitrification
e´tait termine´e et les concentrations de tous les com-
pose´s encore pre´sents dans le milieu de culture sont reste´s
stables. En outre, dans une expe´rience similaire re´alise´e
par ailleurs (re´sultats non pre´sente´s), des ions ammonium
NH+4 ont e´te´ ajoute´s (300 mg/l) au milieu contenant
Ps afin d’explorer une e´ventuelle re´action de re´duction
des nitrates faisant intervenir ces cations. La concentra-
tion en ions ammonium, initialement pre´sents dans le
milieu mode`le n’a pas varie´ pendant l’expe´rience. Ces
ions n’e´taient donc ni consomme´s ni produits au cours
de l’expe´rience : la re´duction dissimilatrice du nitrate en
ammonium (re´alise´e par l’interme´diaire des re´ductases du
micro-organisme en conditions anae´robies [6]) est donc
une voie de moindre importance.
Dans le cas de Hd, l’oxydation de l’ace´tate et la
re´duction du nitrate ont e´te´ e´galement observe´es si-
multane´ment. Cependant, 200 h au minimum ont e´te´
ne´cessaires pour achever la re´action de de´nitrification
contre seulement 10 h avec Ps. La cine´tique de
de´nitrification en conditions he´te´rotrophes e´tait donc net-
tement ralentie a` pH alcalin.
Il est a` noter que la production de nitrite est variable :
elle peut eˆtre ne´gligeable et temporaire a` pH alcalin pour
Hd (8 mg/l ou 0,17 mM forme´s puis imme´diatement
re´duits, soit 1,8 % du nitrate dans la Fig. 4b), d’environ
7,5 % de la quantite´ de nitrate initialement pre´sente pour
Ps a` pH neutre (34 mg/l soit 0,74 mM de nitrites au maxi-
mum en solution) (Fig. 4a), voire meˆme atteindre 67 % de
la quantite´ molaire initiale de nitrates pour Hd a` pH 9 [7].
L’origine de ce phe´nome`ne, probablement d’ordre envi-
ronnemental, n’a pas e´te´ approfondi dans le cadre de cette
e´tude.
En comple´ment, aucune croissance bacte´rienne de Ps
ou Hd n’a e´te´ observe´e dans le temps des expe´riences
en absence de nitrate [7]. E´galement, la concentration
en ammonium mesure´e a` l’aide d’un kit colorime´trique
reste ne´gligeable et infe´rieure a` la limite de quantifica-
tion du test (<0.5 mg/l) tout au long de la re´action. En
conclusion, la re´duction des nitrates est donc, en condi-
tions anae´robies, l’unique voie me´tabolique permettant
aux espe`ces bacte´riennes Pseudomonas stutzeri et Halo-
monas desiderata d’e´vacuer les e´lectrons issus de l’oxyda-
tion de la matie`re organique, ici l’ace´tate.
En the´orie, il est possible de de´gager des pistes
pour la de´termination des sous-produits de la re´action
de de´nitrification a` l’aide des e´quations stœchiome´-
triques (1), (2) et (3) correspondant respectivement aux
cas d’une re´duction incomple`te (par exemple, formation
de NO−2 ), d’une de´nitrification comple`te (i.e. formation
de N2) et d’une re´action de de´nitrification comple`te avec




















































Fig. 5. Suivi analytique des diffe´rents compose´s au cours de la re´action de de´nitrification en pre´sence de 350 mg/l d’ace´tate et
d’un exce`s de nitrate (620 mg/l) avec les bacte´ries (a) Ps et (b) Hd.
Fig. 5. Concentration of the different compounds during denitrification reaction with 350 mg/l acetate and excess nitrate
(620 mg/l) with (a) Ps and (b) Hd bacteria.
De´nitrification comple`te :
5CH3COO
−+ 8NO−3 + 13H
+
→ 4N2+ 10CO2 + 14H2O.
(2)
De´nitrification comple`te avec prise en compte de la bio-
masse :
0, 819CH3COOH+NO3 → 0, 068C5H7O2N+HCO3
+ 0, 466N2 + 0, 301CO2 + 0, 902H2O. (3)
Le calcul du ratio C/N, repre´sentant la quantite´ de
carbone consomme´ (C-CH3COOH oxyde´) par rapport
a` la quantite´ d’azote consomme´ (N-NO3 consomme´
= N-NO3 initial – N-NO3 final), peut alors eˆtre un
moyen de de´terminer les sous-produits de la re´action de
de´nitrification et le stade d’avancement de la re´action de
de´nitrification. Les ratios C/N the´oriques sont de 0,45,
1,13 et 1,48 respectivement pour les re´actions (1), (2) et
(3). Un ratio moyen de 1,8 a e´te´ obtenu sur l’ensemble des
expe´riences avec Ps et Hd. La re´action (3) semble donc la
voie me´tabolique la plus probable : la re´duction du nitrate
serait comple`te jusqu’au stade N2 gazeux et une fraction
de substrats (C et N notamment) serait mobilise´e pour la
croissance cellulaire.
4 Conclusion
L’e´tude des interactions matrice cimentaire-lixiviats
mode`les de bitumes (solutions d’acide ace´tique, d’acide
oxalique et de nitrates) en conditions abiotiques a montre´
qu’un pH alcalin est rapidement impose´ dans le milieu du
fait de la lixiviation de la matrice cimentaire. L’action
du lixiviat mode`le de bitume constitue´ d’acide ace´tique
seul s’est apparente´ a` celle d’une lixiviation de matrice
cimentaire classique sans interaction particulie`re entre les
cations cimentaires et les anions ace´tate. La matie`re orga-
nique reste donc disponible en solution dans ce cas pour
une e´ventuelle consommation par les bacte´ries. En re-
vanche, l’e´tude impliquant le lixiviat contenant de l’acide
oxalique a montre´ une pre´cipitation d’oxalates de calcium
mobilisant une partie des anions oxalate et des ions cal-
cium provenant de la matrice cimentaire. L’oxalate est
de ce fait moins biodisponible en solution. Par ailleurs,
les expe´riences avec les bacte´ries candidates ont montre´
que ce substrat e´tait moins facilement assimilable. Enfin,
cette e´tude a permis de confirmer la stabilite´ des nitrates
en milieu abiotique en pre´sence de matrice cimentaire et
de lixiviats mode`les de bitume.
Le travail re´alise´ en conditions biotiques a permis
de montrer que les souches de´nitrifiantes he´te´rotrophes
se´lectionne´es, Pseudomonas stutzeri et Halomonas desi-
derata, re´duisaient les nitrates selon la voie me´tabolique
de de´nitrification (avec accumulation de nitrites dans cer-
tains cas) en pre´sence d’acide ace´tique comme donneur
d’e´lectrons. La croissance et l’activite´ de´nitrifiante de
la souche neutrophile Ps sont inhibe´es a` pH > 9 alors
que la souche alcalophile Hd est capable de re´aliser la
de´nitrification jusqu’a` pH 11, mais avec des cine´tiques
plus lentes.
Dans une prochaine e´tape de l’e´tude, les in-
teractions nitrates-microorganismes-matie`re organique-
matrice cimentaire seront analyse´es dans des conditions
expe´rimentales comparables a` celle du stockage graˆce a`
la mise en œuvre d’un dispositif pilote fonctionnant en
continu et permettant le de´couplage de la croissance mi-
crobienne et des interactions entre les diffe´rents compo-
sants du syste`me. Cette situation visera a` e´tudier l’impact
de certains parame`tres clefs, tels que le choix des vitesses
d’e´coulement et les changements globaux associe´s (i.e.
pH) sur le me´tabolisme microbien et la re´activite´ des ni-
trates [7, 33].
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